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^j) Resumen: 
Procedimiento para ia obtencion de derivados catio- 
nizados de Beta-Ciclodextrina^ por union coyalente 
de residuos de aminoacidos basicos y su aplicacion 
como vectores de farmacos al cerebro. 
Procedimiento para la obtencion de derivados de 
Beta-Ciclodextrina de formula general (1)^ donde R 
puede ser H o un grupo alquilo de 1 a 4 atomos de 
carbono; y Aa + es el resto de un aminoacido basico. 
El procedimiento comprende la reaccion^ entre un 
aminoderivado de beta-ciclodextrina de formula ge- 
neral (VI o VII) con un aminoacido basico protegido 
en sus grupos amino o guanido laterales, en un dt- 
solvente aprotico, en atmosfera inerte y en presencia 
de diciclohexilcarbodiimida y 1-h'idroxibenzotraizol. 
Los productos de formuja (l) pueden ser utilizados 
para el microencapsulamiento molecular de farmacos 
de que ven restringido su transport^ cerebral por la 
presencia de la barrera hematoencefalica. 
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DESCRJPCION 

Campo de la invencion 

La invencion se refiere a un procedimiento para la obtencion de derivados de Beta - Ciclodextrina 
dotados de una carga electrica positiva elevada mediante la union covalente de aminoacidos basicos y a 
los nuevcw derivados de Beta - Ciclodextrina asi obtenidos que pueden ser utilizados para el microen- 
capsulamiento molecular de farmacos que ven restringido su transporte cerebral por la presencia de la 
barrera hematoencefalica, por lo que estos derivados de Beta - Ciclodextrina pueden ser utilizados como 
vec tores de dichos farmacos mediante procesos de transcitosis inducidos por union electrostatica con los 
componentes de la membrana plasmatic a, de carga electrica negativa. 

Antecedentes de la invencion 

La existencia de uniones inter celul ares estrecbas entre las celulas endoteliales que tapizan los vasos 
sanguineos in tracereb rales cons t it u ye la base estructural de la barrera hematoencefalica. Dicha barrera 
restringe el inter cambio de sustancias entre la sangre y el parenquima cerebral a procesos de intercambio 
transendotelial realizados gracias a la presencia de proteinas transportadoras y receptores especificos para 
los diferentes metabolitos, catabolitos y hormonas. Asi pues, la barrera hematoencefalica per mite con- 
trolar el medio extracelular cerebral dentro de estrictos limites, aislandolo de las continuas fluctuaciones 
en la composicion del plasma sangumeo (W. M. Pardridge 1983. Physiol. Rev. 63:1481 - 1535). 

La existencia de esta barrera alt amen te selectiva se erige en el principal inconveniente f rente a ac- 
tuaciones terapeuticas dirigidas al sistema nervioso central, ya que, independientemente del mecanismo 
de accion y eficacia de un farmaco determinado, este debe ser capaz de salvar la barrera hematoen- 
cefalica para ejercer su accion. Dicho paso es unicamente posible si el farmaco puede utilizar alguno de 
los transportadores a los que antes haciamos referenda, o bien, penetre en el sistema nervioso central 
mediante mecanismos de difusion simple gracias a sus caracteristicas fisicoquimicas: una elevada liposo- 
lubiiidad unida, frecuentemente, a un pequeno tamano (W.M. Pardridge 1986. Endocrine. Rev. 63:1481 
- 1535). Much as han sido las estrategias desarrolladas para permit ir el acceso de farmacos al cerebro, 
pudiendo destacar aquellas basadas en el diseno de compuestos con similar actividad farmacologica pero 
de estructura ligeramente diferente a la del farmaco patron (derivados ciclicos, sustitucion de radicales 
hidronlos por otros de caracter lipofilo) (E.A. Neuwelt (eds) "Implications of the Blood Brain Barrier 
and its manipulation. Clinical aspects." Vol. 2. Plenum Publ. Co. New York. 1989.), asi como el uso 
de precursores capaces de atravesar la barrera hematoencefalica, siendo activados y retenidos en cerebro 
tras su metabolizacion (N. Bodor and J.W. Simpkins, 1983. Science 221:65 - 67; W.R. Anderson et al. 
1988, Drug Design Deliv. 2:287 - 298). No obstante, ambas estrategias se encuentran severamente limi- 
tadas al hallazgo de derivados que reunan ambos aspectos: capacidad de transporte y suficiente eficacia 
terapeutica. 

Recientemente ha sido descrita una nueva aproximacion al problema expuesto para su aplicacion 
al transporte de peptidos biologicamente activos a traves de la barrera hematoencefalica. La carga 
electrica de una protema puede ser modificada mediante la union covalente de radicales amino pri- 
marios, proporcionandole una carga electrica neta altamente positiva (cationizacion). Cuando una 
pro tenia cationizada se une, electrostaticamente, a las cargas negativas que tapizan la porcion lumi- 
nal de una celula endotelial cerebral, se origina una reagrupacion de los complejos formados seguido 
de la inclusion de la membrana, y la proteina unida a ella, transporte a traves del citoplasma y ulte- 
rior exocitosis a la porcion ab luminal de la celula endotelial. Dicho proceso de transporte trans celular, 
conocido como transcitosis, posee caracteristicas similares a las de otros procesos fisiologicos presentes 
en la celula para otras proteinas de importancia biologica (transferrina, lipoprotei'nas, insulina), a ex- 
cepcion de la alta especificidad para estas ultimas (D. Triguero et al. 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 86:4761 - 4765). La cationizacion ha sido propuesta como estrategia para la administracion al 
cerebro de proteinas que posean actividad biologica intrfnseca (Inmunoglobulinas G cationizadas y su 
posible aplicacion en Inmunoterapia) , asi como el uso de proteinas homologas cationizadas como trans- 
portadores de peptidos, covalentemente unidos a ellas mediante enlaces facilmente degradables una vez 
atravesada la barrera hematoencefalica (W.M. Pardridge et al 1990, Endocrinology 126:977 - 984; W.M. 
Pardridge et al 1990, J. Pharmacol. Exp. Ther. 255:893 - 899). Si bien este proceso de transcitosis 
no se encuentra limit ado al sistema nervioso central, representa un mecanismo semiespecffico, ya que 
incrementa el paso de dichas proteinas al cerebro en varios ordenes de magnitud en comparacion con 
otros organ os, no afectando a la integridad de la barrera hematoencefalica y sin ocasionar efectos toxicos 
colaterales, al menos en las condiciones experiment ales en que han sido estudiadas (D. Triguero et al 
1991, J. Pharmacol. Exp. Ther. 258:186 - 192). No obstante, dicha aproximacion presenta ciertos aspec- 
tos problematicos en lo que concierne a su uso como vec tores de peptidos, entre las que cabria destacar 
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la necesidad de transformar el peptide* para su posterior union covalente al vector cationizado (lo que 
implica un elevado riesgo de perdida de actividad biologica), un escaso rendimiento en las reacciones de 
conjugacion peptido - proteina y una limitacion de la capacidad neta de transporte dado el gran tamano 
del vector (albumina en este caso). 

Por otra parte, el uso de microencapsuladores moleculares en la industria qufmica en general, y en 
la farmaceutica en particular, tiene en las Ciclodextrinas uno de sus mas notorios representantes. Las 
ciclodextrinas son poh'meros de glucosa, de estructura ciclica, producidos por algunas bacterias. Estan 
constituidos por 6, 7 u 8 unidades (alfa Beta - y gamma - ciclodextrina, respectivamente) unidas por 
enlaces glicosi'dicos 1-4, dehmitando una cavidad central de diferentes tamanos. Las ciclodextrinas for- 
man complejos con cualquier mole'cuia no excesivamente polar que pueda penetrar total o parcialmente 
en su cavidad interior. La molecula huesped es retenida median te el establecimiento de enlaces de van der 
Waals (y ocasionalmente puentes de hidrogeno) sin alterar la estructura qufmica de la porcion incluida. 
La liberation de dicha molecula se produce bien por la propia reversibilidad de la reaccion de inclusion 
bajo condiciones fisicoqmmicas adecuadas, o por la rotura de los enlaces 1-4 que mantienen unidos los 
monomeros de glucosa, bien por accion de amilasas o en medios de un pH muy acido (W. Saenger. 1980. 
Angew. Chem. Int. Ed. 19:344 - 362). Estas y otras caractensticas de las ciclodextrinas han generado 
un fuerte desarrollo en el estudio y utilizacion de las mismas, frecuentemente como mejoradores de sus 
caractensticas fisicoqui'micas (veh/culo de sustancias oleosas) o como estabiliz adores de farmacos para 
su absorcion y transporte en sangre (W. Saenger. 1980. Angew. Chem. Int. Ed. 19:344 - 362; M.E. 
Brewster et al, 1989. J. Parenter. Sci. Tech. 43:231 - 240). La presencia de radicales qmmicamente 
activos orientados hacia el exterior de la cavidad central (especialmente los radicales hidroxilo primarios 
de la posicion 6 de cada glucosa) ha permitido la realization de muy diversas transformaciones quimicas 
tendentes a mejorar alguna de las caracteristicas de las Ciclodextrinas, existiendo un amplio repertorio 
de Ciclodextrinas modificadas y adaptadas a multiples requerimientos especificos. 

Se han sintetizado di versos haloderivados de azucares median te el uso de trialquilfosfinas en presencia 
de diferentes alquilhaluros, evitandose la formation final de esteres monoalquilicos al restringir el uso de 
derivados fosfi'nicos a los compuestos trialquilo o triarilo, evitando el uso de trialcoxi iniciales (J.B. Lee 
y T. Nolan, 1966, Can. J. Chem. 44:1331 - 1334). B. Castro et al (1972, Tetrahedron Lett. 49:5001 

- 5004) han aplicado la trisdimetilaminofosfina para la activation selectiva del hidroxilo primario de la 
metil - alfa - ciclodextrina, en presencia de diferentes haluros y en disolventes aproticos, en un rango de 
temperaturas comprendido entre - 40°C y +80°C, con rendimientos que oscilan entre el 50% y el 100%. 
Ademas, estos autores han descrito la sustitucion nucleofilica por grupos azido y amino, justificando la 
necesidad de efectuar una posterior acetilacion del producto bruto y su ulterior purification como estrate- 
gia para separarlo median te cromatografia instantanea de la hexametilfosfoniotriamida formada durante 
la reaccion. 

Asimismo, una gran variedad de haloderivados de nucleotidos ha sido obtenida en diferentes condi- 
ciones experimentales por J.B. Verheyden y J.G. Moffat (1972, J. Org. Chem. 37:2289 - 2299) mediante 
el uso de trifenilfosfina y diferentes haluros en condiciones suaves (temperatura ambiente, empleo de 
disolventes aproticos) con elevados rendimientos. 

La utilizacion de trialquilfosfinas como intermediaries para la sustitucion nucleofilica de grupos hidro- 
xilo en azucares, ha sido empleada por T. Hata et al (1975, Chemistry Lett. 977 - 980) en presencia de 
azida de litio para la obtencion de 5' - azido - 5' - deoxirribonucleotidos bajo condiciones neutras, a tem- 
peratura ambiente y en presencia de disolventes aproticos con elevados rendimientos (superiores al 90%). 
Finalmente, J. Boger et al (1978, Belv. Chim. Acta 61:2190 - 2218) se han valido de la formacion de 
sales de trifenilfosfonio en presencia de tetrabromuro de carbono y azida de litio en disolventes aproticos 
para la obtencion de 6 - azido derivados de alfa - y beta - ciclodextrinas, estando restringidas al hidroxilo 
en posicion 6, con un grado de selectividad alcohol primario: alcohol secundario de 20:1 y 60:1 para alfa 

- y beta - ciclodextrina respectivamente, siendo los rendimientos de obtencion del azoderivado del 25% 
y del 54% respectivamente. En el caso de la 6 - azido - alfa - ciclodextrina, la ulterior obtencion de 6 

- amino - alfa - ciclodextrina se ha real iz ado por 1) deacetilacion con hidroxido potasico en presencia 
de dioxano/metanol, con un rendimiento del 98% y 2) reduction con hidroxido amonico en presencia de 
trifenilfosfina en dioxano/metanol. Tras su neutralization con acido clorhfdrico diluido y elimination al 
vado del disolvente en presencia de pentoxido de fosforo, se ob tiene el clorhidrato de 6 - amino - alfa - 
ciclodextrina. El rendimiento de esta segunda etapa es del 98%, por lo que el rendimiento global se situa 
en torno al 24%. 

En el caso de la 6 - azido - beta - ciclodextrina estos ultimos pasos no se han llevado a cabo, pero no 
se preveen variaciones import antes tan to en los productos obtenidos como en sus rendimientos en condi- 
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ciones similares, por lo cual es pre visible la obtencion de 6 - amino - beta - ciclo dextrin a con rendimientos 
globales en torno al 50%. 

Cabe destacar la enorme diferencia con otros procedimientos de obtencion de amino derivados de 
beta - ciclodextrina median te la utilization de tosilsulfonilo o mesitilsulfonilo derivados (S. Umezawa y 
K. Tatsuja, 1968, Bull. Chem. Soc. Jpn. 41:464 - 468; K. Tsujihara et aU977, Bull. Chem. Soc. Jpn. 
50:1567 - 1571), con la frecuente ocurrencia de amino sustituciones en los grupos hidroxilo secundarios en 
posicion 2 y 3 de la alfa - glucopiranosa en alfa - y beta - ciclodextrina, asi como un rendimiento global 
que no supera el 1 ,2% en la mejor de las situaciones. 

El acoplamiento de oligopeptides a 6 - amino - beta - ciclodextrina (obtenida median te la utiiizacion 
de mesitilsulfonilos) ha sido llevado a cabo por Ekberg et al. (1989, Carbohydrate Res. 192:111 - 117), 
utilizando como activador del alfa - carbonilo del oligopeptido, diciclohexilcarbodiimida en presencia de 
1 - hidroxibenzotriazol, en disolventes aproticos y a temperatura ambiente. Estos autores han llevado a 
cabo un acoplamiento con una relacion estequiometrica oligopeptido:6 - amino - beta - ciclodextrina de 
1:1 al hacer reaccionar un equivalente molar de cada uno de los reactivos, no siendo este el objetivo de la 
presente invencion ya que lo que se pretende alcanzar en la misma es el grado maximo de acoplamiento 
de aminoacido: 6 - amino - beta - ciclodextrina con el fin de proporcionar la carga electrica mas elevada 
al complejo final. 

La liberation de los grupos protectores se puede realizar por acidolisis mediante acido trifluoroacetico 
- diclorometano, para los grupos protectores butiloxicarbonilo (previamente realizada por B. Ekberg et 
al. (1989, Carbohydrate Res. 192:111 - 117) o mediante acido hidrobromico en acido acetico para grupos 
protectores benciloxicarbonilo. 

Breve descripcion de la invencion 

La invencion proporciona un procedimiento para la obtencion de derivados de beta - ciclodextrina 
dotados de una carga electrica positiva mediante la union covalente de aminoacidos basicos, asi como 
nuevos derivados de beta - ciclodextrina que pueden ser utilizados como vec tores de farmacos de trans- 
porte cerebral restringido debido a la barrera hematoencefalica. El procedimiento implica la obtencion 
de aminoderivados de beta - ciclodextrina, restringiendo la presencia de grupos amino a la posicion 6 de 
cada monomero de alfa - glucopiranosa, siendo este posteriormente reducido a un grupo amino primario. 
La union de aminoacidos basicos (arginina y lisina preferentemente), cuyos grupos guanidino y amino 
se encuentran protegidos, se lleva a cabo tras la activacion del grupo alfa - carbonilo del aminoacido en 
presencia de diciclohexilcarbodiimida, estableciendose un enlace tipo amid a con el amino derivado de la 
beta - ciclodextrina. La eliminacion de los grupos protectores laterales de los aminoacidos basicos se 
realiza por acidolisis. 

40 Descripcion detallada de la invencion 

La invencion proporciona un procedimiento para la obtencion de derivados de beta - ciclodextrina 
dotados de una carga electrica positiva elevada mediante la union covalente de aminoacidos basicos, de 
formula general (I) 
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donde 

R puede ser H o un grupo alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; y 
Aa + es el resto de un aminoacido basico. 
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La expresion grupo alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, en el sentido utilizado en esta descripcion, se 
refiere a restos de hidrocarburos de cadena lineal ramificada que contienen de 1 a 4 atomos de carbono. 

La expresion resto de un aminoacido basico, en el sentido utilizado en esta descripcion, se refiere al 
5 resto de un aminoacido basico (Arginina, Lisina o Histidina) resultante de la formacion de un enlace 
amida entre el grupo carbo^dlo del aminoacido y el grupo amino del aminoderivado de beta - ciclodex- 
trina. 

El procedimiento de la presente invencion puede ser ilustrado mediante el siguiente esquema de 
10 reaccion 
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Como puede apreciarse el procedimiento de la invencion comprende basicamente las etapas siguientes: 
a) Obtencion de los amino derivados de beta - ciclodextrina; y 

5 b) Acoplamiento del aminoacido basico con el amino derivado de beta - ciclodextrina, seguido de des- 
proteccion de los grupos protec tores laterales presentes en la cadena del aminoacido; 

que se describen con mayor detalle a continuacion. 

10 Como puede apreciarse en el esquema de reaccion anterior, la sustitucion nucleofflica de un grupo 
hidroxilo por un grupo azido se lleva a cabo poniendo en contacto la beta - ciclodextrina (II) con trifenil- 
fosfina (PhsP), tetrabromuro de carbono (CBr 4 ) y azida de litio (IAN3) en un disolvente aprotico inerte 
a la reaccion tal como dimetilformamida (DMF) preferentemente, aunque otros disolventes aproticos ta- 
les como dimetilacetamida (DMA), N - metilpirrolidona (NMP), dimetilsulfoxido (DMSO), acetonitrilo 

15 (ACN) o sulfolano tambien pueden ser utilizados. Se utilizan relaciones estequiometricas de 1:7:7 para 
beta - ciclodextrina:trifenilfosfina: tetrabromuro de carbono, siendo de 5 a 6 veces mayor (35 - 40) para la 
azida de litio. La reaccion se efectua a una temperatura comprendida entre 15° y 50° C, preferentemente 
a temperatura ambiente y durante todo el curso de la misma (aproximadamente entre 6 y 10 horas) 
se mantienen condiciones anhidras y proteccion con atmosfera inerte. La reaccion se detiene median te 

20 adicion de un exceso de alcohol, preferentemente metanol, recuperandose el producto por lavados suce- 
sivos seriados con agua, metanol y eter de petroleo, eliminandose cada disolvente por evaporacion antes 
de su reconstitucion en el siguiente. 

El producto obtenido (III) esta constituido por una mezcla de isomeros con diferentes grados de 
25 sustitucion y en el curso de la reaccion se forma hexametilfosfonotriamida como subproducto. Para la 
eliminacion de este subproducto asi como para la separacion de los isomeros es necesario someter el pro- 
ducto obtenido a un cicio de acetilacion, separacion y posterior deacetilacion. 

La acetilacion se realiza poniendo en contacto el producto (III) obtenido con anhidrido acetico en 
30 presencia de piridina anhidra, en atmosfera inerte y a una temperatura comprendida entre 40° y 70° C, 
preferentemente a 50° C. El producto acetilado puede ser recuperado median te lavados sucesivos con ben- 
ceno, acido clorhidrico diluido y agua, obteniendose un producto final (IV) en el que los grupos hidroxilo 
de las posiciones 2 y 3 se encuentran acetilados (R= - O - CO - CH3) tras su paso por una columna de 
^ Silica Gel utilizando benceno/etanol como solvente. 

La deacetilacion del producto (IV) se realiza median te tratamiento con hidroxido potasico en presencia 
de trifenilfosflna en un disolvente adecuado tal como el formado por dioxano/metanol/agua. La reaccion 
se apaga median te adicion de acido clorhidrico y el producto result ante (V) se recupera con cloroformo 
y posterior lavado del precipitado obtenido con agua. Una vez desecado el producto resultante (V), este 
40 se somete a una reduccion con hidroxido amonico en presencia de trifenilfosflna en dioxano/metanol en 
atmosfera inerte a una temperatura comprendida entre 15° y 40° C preferentemente a temperatura am- 
biente durante un periodo de tiempo comprendido entre 10 y 14 horas. Una vez eliminado el disolvente 
por desecacion, el producto obtenido se neutraliza con acido clorhidrico y se somete a lavados con agua, 
eliminandose la fase organica y concentrando el producto final por desecacion al vacio, obteniendose un 
producto de formula (VI). A partir de este producto (VI), si se desea, pueden obtenerse los correspondien- 
tes alcoxiderivados (VII) por tratamientos de dicho producto (V) con los respectivos haluros de alquilo 
en presencia de una base tal como hidruro sodico en disolventes aproticos inertes antes de continuar con 
el resto del procedimiento. 

50 El producto (VI), en forma de clorhidrato, se pone en contacto con los aminoacidos basicos (arginina 
o lisina preferentemente) provistos de proteccion lateral en sus grupos guanidino o amino por medio de 
grupos protectores ad ecu ados tales como benciloxicarbonilo (CBZ) o butiloxicarbonilo (BOC), diciclohe- 
xilcarbodiimida (DCC1) como activador intermedio del grupo carbonilo del aminoacido y 1 - hidroxiben- 
zotriazol (HOBT) en un disolvente aprotico tal como DMF o cualquier otro disolvente aprotico apropiado. 

55 La reaccion puede efectuarse a una temperatura comprendida entre 15° y 40° C, preferentemente a tempe- 
ratura ambiente, durante un periodo de tiempo comprendido entre 14 y 20 horas aproximadamente y en 
atmosfera inerte. Al objeto de conseguir el maximo grado de acoplamiento se debe mantener una relacion 
estequiometrica entre 6 - amino - beta - ciclodextrina (VI) y el resto de los reactivos igual o superior a 1:7 
respectivamente, si bien, no se descarta la posibilidad de que restricciones estericas en la formacion del 

60 enlace amida impidan la obtencion del complejo heptakis - 6 - aminoacido - deoxi - beta - ciclodextrina. 
La purificacion del producto (VIII) se realiza mediante una columna Sephadex utilizando el sistema me- 
tanolragua (3:7) como solvente. Operando con los productos de formula (VII) de la misma manera que 
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con los productos de formula (VI) se pueden obtener los correspondientes derivados (Villa) sustituidos en 
las posiciones 2 y 3 de las unidades de glucopiranosa. La eliminacion de los grupos protectores presentes 
en las cadenas laterales de los aminoacidos acoplados a los derivados de beta - ciclodextrina (VIII) y 
(Villa) se lleva a cabo mediante acidolisis siguiendo tecnicas habitualmente utilizadas en la sintesis de 
5 peptidos, variando el protocolo a emplear en funcion de los grupos protectores presentes en el aminoacido, 
ob ten ien dose los derivados de beta - ciclodextrina de formula general (I). 

A continuacion se describen algunos Ejemplos que sirven para ilustrar el procedimiento de la presente 
invencion sin que deban ser considerados en sentido limit ativo del alcance de la misma. 

10 

Ejemplo 1 

Eeptakis (6 - azido - 6 - deoxi) - Beta - ciclodextrina ietradeca (2,3) acetato. 

15 En 30 ml de dimetUformamida se disuelven 1.01 mmoles de beta - ciclodextrina, 36 mmoles de azida de 
litio y 7.13 mmoles de trifenilfosfina. A esta solucion se anaden 7.16 mmoles de tetrabromuro de carbono, 
observandose una ligera produccion de calor. La mezcla anterior se mantiene con agitacion durante 8 
boras, a temperatura ambiente y bajo atmosfera de nitrogeno. La reaccion se apaga con 5 ml de metanol 
y, transcurridos 15 minutos, el volumen es reducido a la mitad mediante vacio, hasta obtener una solucion 

20 viscosa de color amarillo que es anadida a 40 ml de agua. El precipitado formado es lavado con 150 ml 
de agua dos veces y desecado al vacio sobre pentoxido de fosforo durante 48 a 72 horas. El precipitado 
se disuelve en 150 ml de metanol a 30°C bajo agitacion, durante 16 noras, anadiendo tras ese tiempo, 
50 ml de eter de petroleo. Tras eliminar completamente los solventes mediante vacio, en presencia de 
pentoxido de fosforo, el producto se disuelve en 15 ml de piridina seca, a la que se anaden 7 ml de anhi- 

25 drido acetico, manteniendo la mezcla a 50° C durante 8 horas, con agitacion y en atmosfera de nitrogeno. 
Tras evaporacion al vacio, el residuo resultante se disuelve en 50 ml de benceno, procediendose al lavado 
de la solucion con 50 ml de acido clorhidrico al 10%. Se procede posterior mente a la eliminacion de la 
fase acuosa y se repite el lavado con clorhidrico dos veces mas. La solucion final se somete a un lavado 
con agua (50 ml), el cual se repite tres veces, siendo posteriormente desecada sobre sulfato magnesico, 

30 seguido de filtracion y evaporacion del solvente organico al vacio. El producto obtenido se purifica por 
cromatografia instantanea en silica con benceno:etanol (16:1). El rendimiento de este metodo es de un 
54% segiin el metodo de J. Boger et al (1978, Helv. Chim. Acta 61:2190 - 2218). 

Ejemplo 2 

35 

Eeptakis (6 - azido - 6 - deoxi) - Beta « ciclodextrina. 

Se disuelve 1 rnmol del producto obtenido en el Ejemplo 1 en 300 ml de dioxano. A esta solucion se 
anaden 30 ml de metanol, 10 ml de agua y 25 - 30 mmoles de hidroxido potasico, a temperatura am- 

40 biente y bajo agitacion, tomando la solucion un aspecto lechoso, con formacion de un precipitado bianco. 
Despues de transcurridos 30 minutos, se anaden 25 ml de agua para clarificar la solucion, manteniendo la 
agitacion durante 60 - 70 minutos. La reaccion es apagada con acido clorhidrico IN y desecada a vacio. 
El residuo bianco obtenido es extrafdo con 300 ml de cloroformo, filtrado y resuspendido en 200 ml de 
cloroformo fresco, bajo agitacion y durante una hora, tras lo cual es filtrado de nuevo y desecado al vacio. 

45 Este material insoluble en cloroformo es resuspendido en 300 ml de agua, agitando durante 30 minutos y 
filtrado de nuevo, repitiendose el proceso de lavado con otros 100 ml de agua. El producto final, insoluble 
en cloroformo y agua, es desecado completamente, al vacio, sobre pentoxido de fosforo. 

El rendimiento de este ejemplo es del 98% segiin el protocolo descrito por J. Boger et al (1978, Helv. 
so Chim. Acta 61:2190 - 2218). 

Ejemplo 3 

Eeptakis (6 - amino - 6 - deoxi) - Beta - ciclodextrina heptahidrocloruro. 

55 

Se disuelve 1 rnmol del producto obtenido en el Ejemplo 2 en 100 ml de dioxano mas 20 ml de metanol, 
produciendose una solucion de aspecto lechoso a la que se anade, bajo agitacion y atmosfera de nitrogeno, 
21 mmoles de trifenilfosfina, con desarrollo de burbujas de gas. Se mantiene la agitacion durante una 
hora, hasta que la solucion toma un aspecto claro, anadiendose entonces 5 ml de una solucion concentrada 
60 de hidroxido amonico got a a got a. La solucion se mantiene en las mismas condiciones anteriores durante 
12 horas, tras lo cual los solventes son eliminados al vacio. El producto es resuspendido en 50 ml de agua 
y neutralizado con acido clorhidrico IN y 0.1N hasta alcanzar un pH de 4. La suspension anterior es 
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lavada con 100 ml de benceno para eliminar el oxido trifenilfosfinico (soluble en benceno) y la fase acuosa 
es liofilizada y posteriormente desecada al vacio sobre pentoxido de fosforo. 

El rendimiento de este ejemplo es del 97% segiin el protocolo descrito por J. Boger et al (1978, Helv. 
Chim Acta 61:2190 - 2218). 

Ejemplo 4 

Heptakis (6 - trisbenciloxicarbonil - L - Arginina) - Beta - ciclodextrina. 

A 5 ml de dimetilformamida se anaden 0.1 mmoles del producto obtenido en el Ejemplo 3, 0.7 mmoles 
de trisbenciloxicarbonU - L - Arginina, 0.7 mmoles de diciclohexilcarbodiimida (DCCI) y 0.7 mmoles de 
1 - hidroxibenzotriazol (HOBT) bajo agitacion, en atmosfera inerte y a temperatura ambiente, durante 
16 horas. La solucion es filtrada y concentrada al vacio, procediendose a la obtencion del producto final 
por cromatografia instantanea en Sephadex G - 10 con metanohagua (3:7). 

Ejemplo 5 

Heptakis (6 - dibenciloxicarbonil - L - lisina) - Beta - ciclodextrina. 

E) producto del ti'tulo se prepara siguiendo el procedimiento del Ejemplo 4 pero utilizando dibencilo- 
xicarbonil - L - lisina como aminoacido protegido, siendo este acoplado al amino - derivado de la beta - 
ciclodextrina. 

Ejemplo 6 

Heptakis (6 - dibuiUoxicarbonil - L - lisina) Beta - ciclodextrina. 

El producto del ti'tulo se prepara siguiendo el procedimiento del Ejemplo 4 pero utilizando L - lisina 
con proteccion lateral por el grupo butiloxicarbonilo. 

Trabajando segun el procedimiento de los Ejemplos anteriores es posible obtener derivados con acopla- 
miento de arginina y/o lisina con proteccion aminolateral mixta por grupos benciloxi - o butiloxicarbonilo. 

Ejemplo 7 

Heptakis (6 - L - Arginina) - Beta - ciclodextrina y Heptakis (6 - L - Lisina) - Beta - ciclodextrina. 

La liberacion de los grupos protectores benciloxicarbonilo de los productos obtenidos en los Ejemplos 
4, 5 y 6 se realiza mediante acidolisis con acido hidrobromico al 33% en acido acetico, de acuerdo con los 
rrletodos descritos por M. Bodanszky y A. Bodanszky en 'The Practice of Peptide Synthesis". Springer 
- Verlag. Berlin. 1984. 

Ejemplo 8 

Heptakis (6 - L - Lisina) - Beta - ciclodextrina. 

La liberacion de los grupos protectores butiloxicarbonilo de los productos obtenidos en el Ejemplo 6 
se realiza mediante acidolisis con acido trifiuoroacetico - diclorometano o acido trifluoroacetico - tioanisol, 
de acuerdo con los metodos descritos por M. Bodanszky y A. Bodanszky en "The Practice of Peptide 
Synthesis". Springer - Verlag, Berlin. 1984. 

Ejemplo 9 

Heptakis (6 - azido - 6 - deoxi) tetradeca (2,8) - O - mttil - beta - ciclodextrina. 

Aproximadamente 0.2 mmoles del producto obtenido en el Ejemplo 2 se disuelyen en 100 ml de dime- 
tilformamida en un matraz dotado de condensador de reflujo y colocado en atmosfera de nitrogeno con 
presion negativa. El matraz es colocado, bajo agitacion, en un bano de diclorometano para mantener la 
reaccion a temperatura ambiente. A esta solucion se anaden 15 mmoles de hidruro sodico cristalino y 
30 mmoles de ioduro de metilo. La reaccion es protegida de la luz y se mantiene en agitacion durante 
4 horas. La solucion resultante, de aspecto claro y con un precipitado de hidruro sodico en exceso, es 
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evaporada bajo nitrogeno, protegida de la luz, hasta uiicms 90 ml. Esta solucion es filtrada rapidamente y 
se reduce su volumen hasta 50 ml por evaporacion en corriente de nitrogeno. La suspension result ante es 
anadida a 300 ml de agua/hielo, siendo agitada vigorosamente y posteriormente filtrada. £1 precipitado 
obtenido es desecado al vacio sobre pentoxido de fosforo. El rendimiento obtenido en este ejemplo es del 
5 92% segun el protocolo descrito por J. Boger et al (1978, Helv. Chim. Acta 61:2190 - 2218). El producto 
obtenido puede ser utilizado como producto de partida en sustitucion de heptakis (6 - azido - 6 - deoxi) 
- beta - ciclo dextrin a en los Ejemplos 3 y siguientes, al objeto de obtener complejos con metilderivados 
de beta - ciclo dextrina. 

10 El grado de pureza de los productos contemplados en todos los ejemplos anteriores es determinado 
rutinariamente median te cromatografia en capa fina (TLC) sobre placas de gel de silice, asi como por 
cromatografia Iiquida de alta eficacia (HPLC) con resinas de exclusion de tamano y de intercambio 
idnico. La composicion de los solventes utilizados en TLC y en HPLC son variados, adecuandose a las 
caracteristicas de cada uno de los productos asi como los adecuados a cada tipo de resina en el caso de 

15 su analisis median te HPLC. Asimismo, se determina para cada uno de los productos contemplados en 
los ejemplos anteriores, el angulo de rotacion optica mediante polarimetria y sus espectros de absorcion 
en los rangos de luz ultraviolet a y visible Finalmente, los productos de los ejemplos 7, 8 y 9 son mas 
ampliamente car acteriz ados determinando su peso molecular mediante espectrometria de masas y otras 
caracteristicas fisicas tales como curvas de solubilidad, curvas de pH, viscosidad aparente y conductividad 

20 electrica, dado su interes como parametros utilizados como control en los procedimientos de encapsulacion 
de far mac os. 
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(vi) 



REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento para la obtencion de 6 - amino derivados de beta - ciclodextrina de formula general 



NFT. 
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15 



— o 



_J\r/L 0 



(VI ) 



OH 



20 caracterizado porque comprende la reduccion del correspondiente 6 - azido derivado de beta - ciclodex- 
trina, de formula general (V) 



25 



30 



35 




(V) 



OH 



con hidroxido amonico, en atmosfera inerte y en presencia de trifenilfosfina y de un disolvente adecuado, 
seguido de neutralizacion con acido clorhfdrico. 

2. Procedimiento segiin la reivindicacion 1, caracterizado porque como disolvente se utiliza una 
40 mezcla constituida por dioxano y metanol. 

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque se efectua a una temperatura 
comprendida entre 15 y 40° C, preferentemente a temperatura ambiente. 

45 4. Procedimiento para la obtencion de derivados de beta - ciclodextrina de formula general (I) 
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55 




(I) 



OR 



60 donde 

R puede ser H o un grupo alquilo de 1 a 4 atomos de carbono; y 
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Aa+ es el resto de un aminoacido basico; 

caracterizado p or que comprende hacer reaccionar un 6 - amino derivado de ciclo dextrin a de formula 
general (VI) o (VII) 



10 



15 




con un aminoacido basico dot ado de pro tec c ion lateral en sus grupos amino o guanidino, en atmosfera 
inerte y en presencia de diciclohexilcarbodiimida y 1 - hidroxibenzotriazol, en un disolvente aprotico. 

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque se efectua a una temperatura 
comprendida entre 15 y 40° C, preferentemente a temperatura ambiente. 

6. Procedimiento segun la reivindicacion 4, caracterizado porque la relacion estequiometrica entre 
los productoe de formulas (VI) o (VII) y el resto de los reactivos es igual o superior a 1:7 respectivamente. 
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